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Uvod

Rakovina je identifikovana nekontrolovanym mnozenim abnormalnych buniek, ktoré maju za
nasledok smrt ¢loveka, ked nie su kontrolované (obrazok ¢.1). Trvalo storocia, kym sme
ziskali vedomosti a pouzili moderné technoldgie proti tejto chorobe. Povazovana je za
nesmiernu globalnu zataz, ktora bude neustale pritahovat obrovsku spolo¢ensku pozornost v
dosledku rastu a starnutia nasej populdcie. Spravy prezentované Svetovou zdravotnickou
organizaciou (WHO) informuju, Ze rakovina je druhou hlavnou pric¢inou tmrti na celom
svete. Pocet pripadov sa zvysuje kazdy rok a postihuje rézne organy ludského tela. Sticasné
vyskumy sa zameriavaju na vyvoj novych chemoterapeutickych liekov ziskanych z
prirodnych aj syntetickych zdrojov. Pomaha rozmanitost prirodnych zdrojov, ktora ponuka
obrovsky potencial pre objav novych zlucenin s jedine¢nymi mechanizmami liecby rakoviny.
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Obrazok ¢.1: Znaky informujuce o Stadiach rakoviny. Upravené podla(Naveed et al., 2018).
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Vseobecné informacie

V priebehu histérie hrali prirodné produkty dominantnu tlohu pri liecbe Iudskych chorob.
Napriklad objav penicilinu zmenil globalnu existenciu navzdy. Taxany su povazované za
jednu z najddlezitejSich skupin chemoterapeutickych latok proti rakovine. NajznamejSim
zastupcom je taxol, ktory je povahou polyoxygenovany diterpénovy alkaloid s generickym
nazvom paklitaxel. Struktira je uvedené v obrazku ¢.2. Ked bolo schvélené pouZitie taxolu
ako protirakovinového lieku, tak jeho cena bola stanovena na 986 dolarov za davku.
Prognozy hovoria, Ze velkost globalneho trhu pre taxol ako lieku v obdobi rokov 2020 az
2025 ziskaju rast s rocnou mierou rastu 8,2 %. Taxol je vysoko lipofilné lie¢ivo a preto
vykazuje velmi zIu rozpustnost (10-20 uM) vo vode. Pre pacientov sa pouZziva zmes
kremoforu alebo etanolu, ktora samotna moéze vykazovat toxické ucinky.
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Obrazok ¢.2: Chemické Struktira taxolu . Upravené podla (Zwawiak a Zaprutko, 2014).
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Klinicka farmakoldgia taxolu v kocke

1. Protinadorova aktivita: taxol ako liek je schvéleny na liecbu rakoviny vajec¢nikov,
prsnika, pltic a Kaposiho sarkomu suvisiaceho s HIV. Skuimal sa tiez pri liecbe
(nemalobunkového karcindému plic, maligneho melandému, malignych nadorov hornych
dychacich ciest, akutnej leukémii, rakoviny mocového mechtura, prostaty a pazeraka).
Studie ukazuju, Ze taxol zvyS$uje terapeuticky pomer radioterapie.

2. Pri davkovani sa podava ako 3-hodinova alebo 24-hodinova infuzia. Napriklad
odporucana davka na liecbu karcinému vajec¢nikov a prsnika je 175 mg/m* podavanych
intravendzne pocas 3 hodin kazdé 3 tyZzdne. Menej ako 10 % davky sa vylu¢i mocom.
Pouziva sa v liecbe s kombindcii s antracyklinmi. Individualizacia ddvky na zaklade
jedného merania plazmatickej koncentracie 24 hodin po zaciatku infazie by mala byt
schopna znizit vyskyt neutropénie. Rozdiel medzi kolchicinom (liek) a paclitaxelom je v
tom, Ze kolchicin inhibuje zostavenie mikrotubulov, zatial Co paclitaxel stabilizuje a
chrani mikrotubuly pred rozlozenim. Paclitaxel potla¢a mikrotubuly s minimalnym
odlucenim od centrozomov pri vyssich davkach(obrazok ¢.7).

3. Metabolizuje v peceni a vylucCuje sa zlcou. Taxol sa metabolizuje prostrednictvom
cytochromu P450.

Vedlajsie acinky

V stcasnosti klinicky vela druhov rakoviny vykazuje dobri odpoved na konvencné sposoby
liecby (chemoterapia a radioterapia). Chemoterapia je primarnou moznostou liecby pre
najpokrocilejSich pacientov s rakovinou. Napriek intenzivnemu usiliu zostava toxicita a
rezistencia na viaceré lieky dvoma hlavnymi problémami, ktoré znizuju ucinnost lieCby.
Chemoterapia nepozna rozdiel medzi rakovinovymi bunkami a normélnymi bunkami
(obrazok €.3). Normalne bunky, ktoré st najcastejsie ovplyviiované chemoterapiou, su
krvinky, bunky v tstach, zalidku a ¢revach a vlasové folikuly. Taxol ma interakcie s velkym
poctom liekov. Je zndmych celkovo 353 liekov, ktoré s nim interaguju. Pri pouziti taxolu a
liekov (epirubicin, fosfenytoin, lapatinib, fenytoin, chinupristin) sa moze zvysit riziko
vedlajsich uc¢inkov. M4 tiez interakcie s tabakom a alkoholom. Pritomnost zdravotnych
problémov (pomald srdcova frekvencia, vysoky a nizky krvny tlak) mozu ovplyvnovat pouzitie
tohto lieku v liecbe rakoviny. Za hlavny toxicky uc¢inok taxolu je povazovana neutropénia.
Vyskytlo sa tiez niekolko dalSich toxickych ucinkov (myalgie, mukozitida, reakcie z
precitlivenosti a poruchy srdcového rytmu).
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Obrazok ¢.3: Charakteristika normalnych a rakovinovych buniek. Upravené podla(Han et al.,
2020).

Zisk taxolu

Studie o taxole sa uskuto¢iiuji od okamihu jeho vyvoja. Taxol je sekundarny metabolit
tvoreny kazdym druhom tisov v roznych, ale malych mnozstvach. Taxol sa ziskava hlavne z
rodu Taxus (Celade Taxaceae). Do tohto rodu patria napriklad tieto druhy: Taxus brevifolia,
Taxus chinensis, Taxus floridana, Taxus globosa, Taxus wallichiana, Taxus baccata, Taxus
canadensis a Taxus cuspidata. Terapeutické vlastnosti tisu sa v praxi uplatnovali uz v
minulosti. Stopové mnozstva taxolu sa nasli aj v Cephalotaxus manii a Pseudotaxus chienii.
Taxol nasli aj v celadi Betulaceae. Obsah taxolu v tychto rastlinach bol vsak nizsi ako v
rastlinach Taxus. Taxol bol izolovany z kory stromu Taxus brevifolia (obrazok ¢.5), ktory je
znamy ako tis zapadny alebo tis pacificky. V Sestdesiatych rokoch 20. storocia zacalo
testovanie rastlin z rodu Taxus (obrazok ¢.5). Spociatku bol jedinym zdrojom tejto zluCeniny
kora Taxus brevifolia.. Cely postup izolacie zo surovej rastliny Taxus brevifolia bol tazko
namdhavy a s nizkym vytazkom. Izolacia 1 kg surového prirodného produktu si vyziadala
pouZitie 10 ton kory tisu. To znamend, Ze by malo byt vyrabanych 3000 stromov. Malo by sa
tiez zdoraznit, Ze 1 kg taxolu postacuje pre 500 pacientov. Taxus brevifolia je jednym z
najpomalSie rastucich stromov na svete. Bolo nevyhnutné vypracovat odliSné metddy zisku
menej nakladnejsie a s vysSim vytazkom. V procese extrakcie sa ziskal z Cerstvého ihliCia
Taxus baccata 10-deacetylbaccatin, ktory bol strukturalne blizky taxolu. Proces izolacie
presiel z priaznivejSieho materialu a s vy$sim vytazkom z 3 ton ihlicia asi 1 kg latky. Postup
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navyse nevyzadoval niCenie tisov, pretoze ihliCie je lahko obnovitelné.Metddy ziskavania
taxolu sa stéle zlepSuju.

rasthin a testovaks sa 115 000
extrakow,

Obrazok ¢.5: Historicky vyvoj taxolu. Upravené podla (Kampan et al., 2015).
Zisk taxolu z endofytov

Na endofyty by sa malo pozerat ako na také mikroorganizmy, ktoré ziju v organelach rastlin
bez toho, aby sposobovali choroby. Toto tvrdenie sa vSeobecne akceptuje. Formulacia
hovori, Ze endofyty su mikroorganizmy, ktoré intercelularne alebo intracelularne kolonizuju
a asymtomaticky infikuja rastlinné pletiva. Medzi mikroorganizmami a hostitelom existuja
interakcie na biochemickej a genetickej urovni. Endofytické huby st potencidlom pri
produkcii novych bioaktivnych zli¢enin. Hodnotenie potencialu niektorych endofytickych
hub spojenych s rastlinami je perspektivne ako zdroj protirakovinovych latok (tabulka ¢.1).
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Taxol bol tiez izolovany z endofytickej huby Taxomyces andreanae spojenej z kory Taxus
brevifolia a vykazoval protirakovinovu aktivitu.

RASTLINY ENDOFYTICKE HUBY ZISKANE
Alternaria alternara
Taxodium distichum Aspergillus fumigatus
Rhizofora annamalayana Pestalotiopsis terminaliae, Wollemia nobilis, Taxol
Taxus baccata Baralinia robillardoides, Texodium distichm,
Plyliosticta spinarum, Bottrydiplodia theobromae

Tabulka ¢.1: Rastliny, endofytické huby a ziskany taxol. Upravené podla (Adeleke a Babalola,
2021).

Chemicka syntéza paklitaxelu

Taxol je latka registrovana ako terapeutické Cinidlo, pomenovana ako paklitaxel. V roku
1994 bol uspesSne syntetizovany paklitaxel, ale mal zloziti molekuldrnu Strukturu a jeho
syntéza bola velmi komplikovana. Samotny proces zahria celkovo 25-40 krokov. Komercna
vyroba paklitaxelu navysSe este nie je moznd z hladiska viacerych faktorov: kontrola
reakénych podmienok, produkcia velkého mnozstva toxickych produktov a vyrobné naklady,
konec¢na cena produktu je extrémne vysoka.

Semisytéza paklitaxelu

Taxol je mozné odvodit semisyntézou analégov taxolu. Najdolezitejsie su 10-
deacetylbaccatin III, baccatin III a 10-deacetyltaxol. Semisyntéza zacCinajica s prekurzorom
taxolu, 10 deacetylbaccatinu III, ktory je mozné extrahovat z ihlic¢ia tisov. To sa ukazalo ako
vhodnd metdda. Okrem toho sa na semisyntézu taxolu mozu pouzit aj dalSie pribuzné taxany
(baccatin III, cefalomanin, 10-deacetyl-7-xylosylpaklitaxel, 10-deacetyl-7-epipaklitaxel, 10-
deacetyl-paklitaxel). M0ze sa vyrabat vo velkom mnozstve polosyntézou z baccatinu III z
ihli¢ia tisov. Produktivita sa zlepSila technikami semisyntézy, ale je to podobné so spotrebou
tisov.

Biosyntéza paklitaxelu

Draha biosyntézy paklitaxelu je rozdelena do troch krokov: 1. syntéza
izopentenylpyrofosfatu (IPP) ako prekurzora terpénu, 2. syntéza Baccatinu III, 3. syntéza
boéného retazca. Ako prvé sa syntetizuje IPP a pouzije sa ako prekurzor pri biosyntéze
paklitaxelu. Potom IPP generuje geranylgeranyl difosfat (GGPP) kondenza¢nymi reakciami a
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pouzitim geranylgeranyldifosfat syntazy (GGPPS). GGPP by mohol byt katalyzovany
prostrednictvom taxol-dién-cyklazy (TS) na to, aby sa cyklizoval na taxa-4(5)(12)-dién, ktory
sa povazuje za krok obmedzujuci rychlost v syntéze. Baccatin III sa vyraba po hydroxylacii
na uhliku 1, C2, C5, C7, C9, C10 a C13. Vytvori sa epoxypropanovy kruh (C4 a C5), acylacia
(C2,C5aC10) aketon (C9). Nakoniec bocny retazec je syntetizovany z fenylalaninu ako
prekurzora. V tomto Stadiu méze byt alfa-fenylalanin transformovany na beta-fenylalanin,
ktory je nasledne mozné previest na fenylizoserin po hydroxylacii v mieste C2. Teraz
fenylizoserin interaguje s hlavnym retazcom a vznikd zlic¢enina paklitaxelu.

Mechanizmus ucinku

Taxol/paklitaxel je znamy ako Cinidlo zacielujice na mikrotubuly (MTAs). Mikrotubuly su
rezistentné na depolymerizaciu vapnikom a studenym podmienkami, ktoré depolymerizuju
normalne mikrotubuly. Mikrotubuly maju v eukaryotickych bunkach funkcie, kedy sa
podielaju na mitoze, udrziavani bunkového tvaru, motilite a intracelularnom prenose organel
a makromolekul. Na tcast na tychto ¢innostiach musia byt mikrotubuly vysoko dynamické.
Taxol je schopny inhibovat dynamiku mikrotubulov. Mechanizmus G¢inku spociva v
stabilizacii mikrotubulov v bunke, ktoré posobia proti ich depolimerizacii. Proces inhibuje
spravne oddelenie dvoch identickych suborov chromozémov a ich prenos pocas delenia
buniek. Dalej spdsobuje blokovanie bunkovej mit6zy a nasledne indukuje bunkovii smrt.
Taxol vdaka svojmu hydrofébnemu charakteru lahko prechadza plazmatickou membrénou.
Ked je v cytoplazme, viaze sa s vysokou afinitou na podjednotku tubulinu a modifikuje
stabilizuje mikrotubuly. Taxol sa tiez viaze na BCL-2 protein zapojeny do procesu apoptdzy.
Bunkové ucinky taxolu sa liSia v zavislosti od davky. V rozsahu nanomoldrnych koncentrécii
indukuje trvalé mitotické zastavenie, inhibuje prenylaciu proteinov a spusta apoptdzu. V
mikromolarnych davkach podporuje syntézu a uvolhovanie cytokinov, ako je tumor
nekrotizujuci faktor (TNF) a interleukiny (IL1 a IL8), zvySuje fosforyldciu tyrozinu kindzami
a stimuluje produkciu oxidu dusnatého.
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Obrazok ¢.6:Paklitaxel/taxol zabija nddorové bunky indukovanim multipolarnych deleni.
Bunky vstupujice do mitdzy v pritomnosti paklitaxelu. Bunky vstupuji do anafazy a
rozdeluju svoje chromozomy viacerymi smermi. Zvycajne sa produkuju 2 alebo 3 dcérske
bunky. Segregacia chromozomov je randomizovand z dovodu multipolarneho delenia, po
ktorom nasleduje CiastoCné zlyhanie cytokinézy. Vysledné dcérske bunky st aneuploidné a
cast z nich odumiera (¢ervené X).Upravené podla(Weaver, 2014).

Imunoterapia nadorov

Paklitaxel/taxol priamo zabija nadorové bunky a reguluje rézne imunitné bunky (efektorové
T bunky, dendritické bunky, NK bunky, regula¢né T bunky a makrofagy). Imunoterapia
nadorov funguje prostrednictvom niekolkych mechanizmov: podporou proliferacie a
aktivacie T buniek, zvySenim aktivity B-buniek a zvysenim produkcie protilatok, zvySenim
poctu NK buniek vyrobou tc¢innych latok a zlepSenim krvotvorby tela.
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Obrazok ¢.7: Bunkovy mechanizmus uc¢inku, ktorym slizi ako protirakovinové liecivo je
znazorneny na Sipkami (Cierne). Rakovinové bunky sa vyhybaju mikrotubuldarnemu
stabiliza¢énému ucinku paklitaxelu prostrednictvom 3 hlavnych mechanizmov (zobrazené
cervenou farbou):
nadmernd expresia transmembranovych efluxnych transportérov (ABCB1, ABCC10),
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mutdcie tubulinu (alfa a beta) alebo zmeny stability siete mikrotubulov,
znizena funkcia vyznamnych apoptotickych proteinov ( Bcl-2 a p53).
Upravené podla (Barbuti a Chen, 2015).

Zaver

Ocakava sa, Ze pomer pacientov s rakovinou sa do roku 2040 globalne zvysi az na 27,5
miliona. Neustdle prebieha vyvoj prirodnych lie¢ivych zlucenin, ktoré sa testuju na klinické
pouzitie pri lieCbe, aby sa nahradila radioterapia a chemoterapia a znizili sa ich vedlajSie
ucinky. Takze boj nikdy nekon¢i. Taxol/paklitaxel bol podany viac ako miliénu pacientov

s rakovinou a preukazal nadej pri liecbe neurodegenerativnych chorob. Ukdazal sa ako
nenahraditelny prostriedok pri studiu v bunkovej bioldgii, kde sa zameriava na tlohu
systému tubulin/mikrotubuly (obrazok ¢.8). Metabolické inzinierstvo a synteticka bioldgia
ponukaji potencial idedlneho prirodného alebo syntetického zékladu pre syntézu
sekundarneho metabolitu taxolu do buducnosti. Produkcia zo vztahu rastlina a endofytické
huby ma potencial do budicich vyskumov, ako aj vyskum v biosyntetickej drahe taxolu.

@ Inhibicia polymerizdcie mikrotobulov
@ Inhibicia neurofilovej infiltracie

. Zlyhanie tvorby mitotického vretienka
- liecba rakoviny

Obrazok ¢.8: Tubulin sa viaze na Specifické miesto medzi alfa a beta podjednotkou
tubulinového diméru, ¢o sposobuje inhibiciu polymerizacie mikrotubulov. Tento jav je mozné
vyuzit pri lie¢be rakoviny (Skubnik et al., 2020).
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